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F, 代 法 监测 田间 棉铃 虫 对 转 Bt 基因 棉 的 抗 性 
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摘要 : 采用 表达 单价 Cry LAc 毒素 的 转 Bt AE DAL Fr IMYA Efe T ESE Helicoverpa armigera (Hiibner) 抗 、 感 亲本 及 
正 反 交 后 代 在 Bt 棉 上 5d 的 发 育 速 率 ,确定 棉铃 虫 在 Bt 棉 上 5 d 发 育 到 2 erp BREL EHE 0.6 mg 的 个 体 作 为 判 
别 抗 性 纯 合子 的 标准 。2006 年 采用 F, 代 法 在 室内 用 Bt 棉 叶 喂 饲 法 检测 河北 省 印 县 Bt 棉田 棉铃 虫 对 Bt 棉 的 抗 性 
等 位 基因 频率 。 结 果 表明 ,127 头 田间 雄 虫 中 24 头 携带 抗 性 基因 , 估 测 抗 性 等 位 基因 频率 为 0.94(95% CI: 0.044 ~ 
0.145), 该 值 为 在 国内 首次 检测 到 的 高 抗 性 等 位 基因 频率 。 该 地 区 长 期 大 面积 种 植 转 单 价 Bt 棉 和 缺少 非 Bt 棉 作 为 
效 庇护 区 导致 田间 抗 性 快速 进化 , 需要 尽快 采取 有 效 的 抗 性 治理 策略 。 本 文 还 讨论 了 影响 大 田产 生 抗 性 的 因素 
以 及 田间 存在 的 抗 性 风险 等 。 
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Monitoring resistance to transgenic Bt cotton in field populations of 
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Helicoverpa armigera ( Hübner) ( Lepidoptera: Noctuidae ) with F1 


screening method 

LIU Feng-Yi"^, ZHU Yu-Cheng’, SHEN Jin-Liang" ' (1. Key Laboratory of Monitoring and Management of 
Plant Diseases and Pest Insects: Ministry of Agriculture: Department of Pesticide Science; College of Plant 
Protection Nanjing Agricultural University; Nanjing 210095, China; 2. Huizhou Agricultural Technology 
Extension Centre: Huizhou» Guangdong 516001; China: 3. Jamie Whitten Delta States Research Center; 
USDA-ARS, Stoneville, MS 38776, USA) 

Abstract Development of Bt-susceptible and resistant Helicoverpa armigera and their reciprocal crosses 
feeding on Bt cotton leaves for 5 d were compared, and individuals 三 0.6 mg/larva and surviving beyond the 
mid-2nd instar on Bt cotton leaves for 5 d were considered as the standard for homozygous resistant individuals. 
In 2006; the frequency of allele conferring resistance to Bt cotton in Qiuxian County; Hebei Province; was 
estimated by using the F, screening method. The results showed that 24 out of 127 field-collected male moths 
were detected to carry resistance alleles and the resistance allele frequency was estimated as 0.094 (95 % CI: 
0.044 — 0.154). This is the first report that resistance allele frequency increases to such a high level in fields 
in China. Long-term adoption of Bt sprays» dominant planting of uni-toxin-producing Bt cotton; and lack of 
conventional cotton refuge system may accelerate the resistance evolution in this region: and it is necessary to 
establish and implement effective resistance management strategy as soon as possible. Factors influenced 
resistance evolution and the resistance risk in fields were discussed as well. 

Key words: Cotton bollworm ( Helicoverpa armigera ): transgenic Bt cotton: resistance monitoring: F, 


screening method 
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棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( Hiibner) 是 中 国 、 澳 
大 利 亚 、 印 度 等 国 棉花 生产 的 主要 害虫 之 一 , 它 儿 平 
对 所 有 化 学 农药 产生 抗 性 。 表 达 Bt 毒素 的 转 Bt 基 
因 棉 (简称 Bt 杨 ) 具 有 对 目标 害虫 高 效 . 对 人 冀 和 天 
敌 安全 \ 不 污染 环境 等 优点 而 得 到 广泛 应 用 。Bt Hi 
的 广泛 应 用 有 效 地 控制 了 棉铃 虫 的 发 生 和 为 害 , 并 
减少 了 化 学 农药 的 使 用 。 然 而 由 于 大 面积 商业 化 种 
TR. Bt 棉 以 及 在 棉花 整个 生育 期 持续 表达 杀 虫 毒 蛋 
白 加 速 了 靶 标 害虫 快速 适应 这 种 新 的 生态 环境 ,这 
将 严重 威胁 转基因 作物 的 有 效应 用 。 目 前 ,在 室内 
条 件 下 已 经 有 10 多 种 昆虫 约 50 多 个 品系 筛选 出 对 
Bt 蛋白 或 Bt 作物 具有 高 水 平 抗 性 , 而 且 有 些 害虫 已 
证 明 能 够 在 转基因 作物 上 存活 ( 叶 营 ,2004)。 据 报 
W, MERR Plutecia xylostella Linnaeus. 和 温室 大 
棚 粉 纹 夜 峨 Trichoplusia ni 对 Bt 制剂 已 经 产生 了 抗 
性 (Janmaat and Myers 2003; Tabashnik et al. 2003). 
可 见 , 田间 种 群 对 转 Bt 作物 产生 抗 性 是 必然 的 , 只 
是 时 间 问 题 。 

近 10 年 来 已 发 展 了 多 种 用 于 检测 大 田 害虫 种 
群 对 Bt 抗 性 的 检测 方法 (Huang，2006), 包括 剂量 - 
反应 法 、 区 分 (诊断 ) 剂 量 法 、F 代 法 和 F, 代 法 等 
( Roush and Miller, 1986; Gould et al., 1997; Andow et 
al.，1998)。 由 于 对 Bt 和 转 Bt 作物 产生 的 高 水 平 
抗 性 多 数 为 隐 和 性 (或 不 完全 隐 和 性) 基因 控制 的 
( Akhurst et al.» 2003: Xu et al.» 2005: Tabashnik et 
以 .，2005), 这 些 检测 技术 的 有 效 性 很 大 程度 依赖 
于 检测 到 携带 隐 性 (或 不 完全 隐 性 ) 抗 性 基因 的 能 
Jj. HER F 代 法 (简称 代 法 ) 是 检测 稀有 隐 性 
抗 性 等 位 基因 最 有 效 、 灵 敏 方法 之 一 (Gould et al.， 
199. 内 容 包 括 : 1) 建立 高 抗 性 品系 ;(2) 采 集 田 
间 雄 虫 ,并 与 室内 抗 性 处 女 肉 虫 单 对 交配 ;(3) 采 用 






























































































































































































































































Research Council, 2002), 而 抗 性 监测 的 目的 是 了 解 
田间 抗 性 的 真实 情况 。 为 此 ,我 们 建立 一 个 生长 发 
育 速率 实验 ,根据 棉铃 虫 在 Bt 棉 上 5 d 的 发 育 速率 
来 从 敏感 个 体 中 区 分 抗 性 个 体 ,为 田间 抗 性 监测 提 
供 前 提 条 件 。 在 此 基础 上 , 采用 改进 的 F, 代 法 于 
2006 年 检测 河北 省 印 县 棉铃 虫 种 群 的 抗 性 等 位 基 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

敏感 品系 CYCS): 1991 年 7 月 采 自 河南 优 师 棉 
田 第 2 代 , 在 实验 室内 不 用 任何 药剂 (包括 Bt 生物 
农药 ) 处 理 , 连 续 用 人 工 饲料 饲养 145 代 供 测试 用 。 

抗 性 品系 (YCR): YCS 品系 在 室内 用 人 工 饲料 
饲养 53 代 后 用 表达 CrylAc 毒素 的 Bt 棉 叶 (新 棉 
33B) 筛 选 43 代 获 得 对 Bt 棉 高 抗 品 系 ( 抗 性 倍数 1 
600 & fii Meng et al. ,2004), 用 新 棉 33B 棉 叶 继续 
筛选 到 88 代 , 其 抗 性 倍数 达 7 000 多 倍 供 生长 发 育 
速率 实验 。 筛 选 到 91 代 供 F, 代 法 检测 。 

IEAE F, CP yer x d SIRE FLCRP as x 3 yen) 
群体 


















































































































































田间 种 群 : 2006 年 6 月 19 -21 日 在 河北 省 二 
县 南 流 村 用 两 个 黑光 灯 诱 棉田 第 2 代 棉 铃 虫 雄 性 成 
虫 (两 黑光 灯 相 距 约 2 km), 每 个 雄 峨 单独 放 在 一 个 
干净 塑料 杯 中 供与 室内 处 女 雌 虫 交配 。 

棉铃 虫 的 人 工 饲料 及 饲养 条 件 见 沈 晋 良和 吴 益 
东 (1995 ) 方 法 。 
1.2 供 试 棉花 

新 棉 33B( NuCOTN33”, Bollgard”), Hi si ili dt 
(Monsanto) 远 东 有 限 公 司 提供 或 购 自 河北 偏 字 棉 公 





































































































转基因 作物 或 含 区 分 剂量 浓度 的 Bt 毒素 饲料 筛选 
每 个 单 对 的 巴 代 幼 虫 。 通 过 田间 雄 虫 与 室内 处 女 
雌 虫 杂交 产生 的 后 代 期 望 是 具有 来 自 田 间 抗 性 等 位 
基因 和 室内 抗 性 基因 的 抗 性 纯 合 子 , 从 而 估 测 田间 
抗 性 等 位 基因 频率 。 本 实验 室 具 有 由 Bee fü X6 3X 
得 高 水 平 抗 性 的 抗 性 品系 YCRCMeng et al.» 2004) 
用 于 F 代 法 抗 性 监测 。 抗 性 遗传 分 析 表 明 该 品系 
是 由 主 效 基因 控制 的 ` 常 染色 体 的 隐 性 遗传 ( 周 晓 梅 
MLE N , 2005). 
抗 性 监测 体系 的 一 个 关键 因素 是 如 何 准 确 区 分 
抗 性 个 体 与 敏感 个 体 , 常规 的 方法 是 采用 区 分 剂量 
法 ,但 由 于 区 分 剂量 使 用 的 Bt 毒素 与 转 Bt 基因 作 
物 中 的 毒素 对 害虫 的 毒 力 是 有 差别 的 (National 





















































































































































司 , 表达 杀 虫 晶体 蛋白 CrylAc。 于 2006 年 5 月 和 6 
月 在 温室 分 两 批 种 Bt 棉 , 每 批 种 100 ~ 160 d Cos : 
高 =11 cm:15 em ), 每 贫 5~7 株 。 使 用 前 采用 备 凤 
起 等 (2000) 介 绍 的 Bt 棉 叶 喂 饲 法 进行 棉花 抗 虫 性 
鉴定 。 每 贫 保 留 毒素 表达 完全 的 4~6 株 Bt 棉 供 局 
代 检 测 。 

苏 棉 12* CSM-12* ), 不 表达 任何 杀 虫 毒素 的 常 
规 棉 作 为 抗 性 监测 对 照 棉 。 由 江苏 省 太仓 市 棉花 原 
种 三 提供 。 
1.3 抗 性 棉铃 虫 在 Bt 棉 上 5 d 的 发 育 速率 标准 的 
建立 

Hu pret] A M E d 8 HR. YCR 和 YCS 亲本 
及 正 反 交 后 代 在 5 ~8 叶 期 Bt 棉 顶 部 嫩 叶 上 的 生长 



































940 


昆虫 学 报 Acta. Entomologica. Sinica 








发 育 速率 : 每 片 嫩 叶 叶 基 痢 

















干净 塑料 标 (250 mL) 中 








,用 消 

















cai IRR f s 放 在 
过 毒 的 小 毫 毛笔 搂 入 


5 头 初 贸 幼 虫 ,用 塑料 膜 封 口 并 覆盖 黑 布 以 避免 逃 


跑 ， 





光 周 期 14L: 10D A f 
重复 4 次 共 
棉 取 食 5 d 不 能 发 育 
因 相互 残杀 而 影响 实验 结果 。 


虫 (5 MO. 























到 3 龄 ,因此 棉铃 虫 之 间 
5 d 后 ,检查 各 品系 存 





于 温度 为 27 + 1C、 相 对 湿度 为 60% ~ 80%, 
F 下 ,每 个 品系 处 理 25 3L T 2JJ 
100 ko HFIS EE Bt 


不 会 








活 幼虫 数 、 体 重 及 龄 期 (根据 幼虫 头 过 宽度 来 确定 幼 


虫 龄 期 )。 作 为 对 照 , YCR 和 YCS 2k 





代用 5~8 叶 
E) 记录 其 


期 苏 棉 12# 顶部 嫩 叶 处 到 
发 育 


速率 。 





1.4 F, 代 检 测 法 





1.4.1 F, 











虫 (rr) 单 


REZI: 











被 杀 死 ,而 抗 性 纯 合子 rr 存活 下 来 并 外 
发 育 速 率 , 以 上 











检测 田间 和 





EPH 


F, 代 检 测 法 其 
雄性 成 虫 (基因 型 为 ss 或 Ys 或 r'r') 与 室内 处 女 峻 
对 杂交 ,产生 的 FF 人 
rr' 或 rs, 采 用 高 表达 的 Bt 棉 叶 进行 抗 性 
室内 抗 性 品系 是 隐 愧 





Kk AE CA Jn 
E 5 d( 方 法 同 
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遗传 , 因此 抗 性 


是 来 自 





ÁN H 


田间 








幼虫 的 基因 型 为 





检测 。 由 于 





AUT s 











而 得 到 抗 性 等 位 基因 频率 。 











为 保证 实验 准 
雌 虫 分 成 若干 组 ， 
将 该 组 所 有 雌 
Jm. 
每 头 雄 性 成 虫 与 室内 贫 
EE 250 mL 塑料 杯 中 单 对 交配 建立 
天 补充 4% 糖 水 。 来 自 
3 min 后 





均 为 处 女 峻 











5% HF EE TH EF 








hE 


相同 方法 处 至 
3k. 5 d 后 根据 存活 幼 








确 性 , 





在 准 





基本 是 否 携带 抗 性 基因 , XE 

















虫 丢弃 以 保证 
2006 年 从 河北 印 县 
市 选 91 


























备 室 内 处 女 雌 虫 时 
一 旦 发 现 有 雄 虫 混杂 在 某 一 组 
与 田间 雄 虫 交配 的 雌 
Bt 棉 大 田 采 
RÉI YCR91 处 女 雌 


E 达 到 一 定 的 
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2 结果 与 分 析 


2.1 抗 性 棉铃 虫 在 Bt 棉 上 5 d 的 发 育 速率 








YCR 和 YCS 亲本 及 其 正 反 交 后 代 各 100 头 初 
孵 幼虫 取 食 5~ 8 叶 期 Bt 棉 顶 部 嫩 叶 5 d 的 结果 表 
明 : YCR 幼虫 存活 率 为 73% + 上 1.9% ,存活 幼虫 的 龄 
期 均 为 2 龄 初 到 3 龄 。 其 中 幼虫 体重 0.6 mg/ 头 占 





























87.096 € 6.196, 0.4 ~ 0.5 mg/ 头 占 13.0% + 





幼虫 存活 率 分 别 仅 696 x 1.296 81 296 x 1.2 




















为 0.4~ 0.5 mg/ 头 ,其 





正 交 Fi CÊ yor x gs) 和 反 交 FM Pys X d yc 


5.2%; 
后 代 
O6. H 

















中 正 交 FC Err x d 26 个 存活 幼虫 中 有 2 个 体重 
也 4 个 体重 均 为 0.1~0.3 mg/ 


头 ; RAE F Pya xagveo 仅 2 个 存活 幼虫 ,体重 为 





0.1~0.3 mg/ 头 .YCS 亲本 幼虫 存活 率 为 0% 。 


LT 


苏 可 12* fn 5 d 后 , YCR, YCS, F, 和 F, 存活 率 均 


达到 8896 UE, 幼虫 的 发 育龄 期 均 为 2 
上 ,其 中 YCR 在 常规 棉 上 的 存活 率 为 88%。 





























龄 中 期 以 





上 述 结果 表明 : 抗 性 和 敏感 棉铃 虫 在 Bt E 








5 d 的 死亡 率 和 存活 幼虫 的 发 育 


CFans=1458.51, 忆 <0.0001),YCS 不 能 存活 ， 











速率 差异 显著 
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T 291 
R F, 代 初 县 幼虫 100 ~ 200 
RE Bt 棉 上 的 发 育 








HE. 


生 的 卵 块 于 
采用 与 1.3 





速率 , 参 





照 抗 性 品系 在 Bt 棉 叶 上 5 ad 的 生长 发 育 速率 确定 存 





活 幼虫 是 否 ;为 抗 人 








E 个 体 , 进而 确定 有 抗 性 个 体 的 单 








1.4.2 F, 














雌 系 为 潜在 阳性 
可 能 携带 有 抗 性 等 
Uii 
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位 基因 。 





正 : 为 消除 假 阳 性 








BH FE SA. WE 
查 。 经 下 
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系 , 这 些 单 
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5 1.3 相同 方法 进行 F, 代 重 新 
AA o E P p 

















NZEB 
饲养 , 当 出 











现成 虫 时 ,在 同 


IEEE HACER 


E p, 代 存活 幼虫 用 干 六 
的 玻璃 试管 中 单 头 











As M 

















配 。 每 个 单 


对 得 到 的 100 KEA 











用 与 1.3 相 











同方 法 进行 检测 。 
存活 虫 数 、 存 活 幼虫 龄 














对 中 田间 





























雄性 亲本 





ER, MARE 
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yiii 





















































ER 内 进行 单 对 交 
F, RUINES B oC 

















5 d 后 检查 各 单 对 的 























期 及 体重 。 经 重 得 查证 实 为 



































交 后 代 仅 有 的 6% 存 活 个 体 的 体重 < 0.6 mg, 龄 期 也 
达 不 到 2 龄 中 期 ,而 YCR 的 存活 率 达 7596, H. 6596 
存活 幼虫 达 2 龄 中 期 ,体重 =0.6 mg K 1)。 因 此 将 
上 述 两 项 指标 作为 确定 抗 性 纯 合 子 个 体 的 标准 , 从 
而 来 区 分 抗 性 纯 合 子 个 体 与 其 他 基因 型 个 体 。 
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图 1 YCR F F, 和 YCS 喂 饲 新 棉 33B 
棉 叶 5 d 后 存活 幼虫 的 体重 分 布 











Fig. 1 Histograms showing the percent and body weight 


of the surviving larvae of the YCR, F, CYCR €. x YCS 
F; (YCR 9 x YCS €.) and YCS after 


5 d on leaves of Bt cotton 
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2.2. ŞER F 代 法 检测 田间 棉铃 虫 
2006 年 灯 下 诱 集 到 雄 成 虫 353 头 , 与 室内 抗 性 
品系 (YCR。 ) 雌 性 处 女 成 虫 交配 获得 有 效 单 雌 系 为 












































2896 ,确定 为 真 阳性 单 雌 系 (图 3)。 
2.8 抗 性 等 位 基因 频率 估算 
由 于 来 自 田间 的 父 本 为 双 倍 体 , 计算 印 县 种 群 




































































127 个 (36.0%)。 每 个 单 峻 系 用 Bt 棉 叶 平均 处 理 了 
159.4 + 7.3 3Xk F, RIIIJ E, 5 a 后 检查 结果 显 
示 : 122 个 单 肉 系 有 存活 幼虫 ,其 他 5 个 单 肉 系 无 存 
活 幼虫 , 122 个 单 肉 系 的 存活 率 为 0.7% ~ 40% ,总 
计 有 2 816 个 存活 幼虫 , 幼虫 体重 从 0.1 mg 到 2 mg 
不 等 , 约 有 85% 的 存活 幼虫 体重 低 于 0.6 mg。 回 归 
分 析 表 明 每 个 单 肉 系 在 每 个 体重 的 总 存活 率 与 体重 
存在 相关 性 (图 2: A2), 当 体 重 增 加 到 0.7 mg 时 R- 
square 值 最 大 。 在 122 个 单 雌 系 中 有 49 个 单 雌 系 的 
F, 存活 幼虫 在 Bt 棉 上 发 育 到 2 龄 中 期 以 上 、 体 重 = 
0.6 mg, 平 均 体 重 为 0.27+ 上 0.01 mg; 其 他 73 AÈ HE 
系 存活 幼虫 均 没有 超过 0.5 mg, 其 平均 体重 为 0.18 
+0.01 mg. XX 49 个 单 肉 系 的 发 育 速率 与 抗 性 品系 
的 发 育 速率 相似 , 确定 为 潜在 阳性 单 肉 系 ,其 余 的 为 
HERRER. 

如 果 这 些 潜在 阳性 单 肉 系 产生 的 体重 达到 或 大 
于 0.6 mg HI F, 存活 幼虫 是 田间 雄 虫 (rs EÈ v) 55 88 
内 抗 性 Cnr ) 肉 虫 产生 的 后 代 , 那么 其 基因 型 期 望 是 
Gr 2, C HAE F, REREN r E r E rro CRK 
现 为 抗 性 个 体 ,经 F, 代 重 新 得 查理 论 上 都 要 在 Bt 
棉 上 存活 , 而且 均 达 到 抗 性 个 体 在 Bt 棉 上 的 发 育 速 
率 , 如果 潜 在 阳性 单 雌 系 是 假 阳 性 的 ,那么 体重 达到 
0.6 mg 以 上 的 F, 存活 幼虫 (由 非 遗 传 因素 引起 的 ) 
则 是 田间 敏感 雄 虫 (ss) 与 室内 抗 性 (Cnr) 产生 的 后 












































































































































































































































































































































































































































H 
抗 性 等 位 基因 频率 为 24/C2 x 127) = 0.094. 根据 二 
项 式 分 布 分 别 计 算出 95% 置信 限 的 上 下 限 为 0.044 
和 0.145. 

















3 讨论 











棉铃 虫 对 Bt 棉 的 抗 性 是 包括 中 国 在 内 的 棉花 
生产 国 关 心 的 主要 问题 , 科研 工作 者 为 此 进行 了 厂 
泛 的 研究 。 然 而 由 于 采用 不 同 的 检测 方法 , 使 用 了 
不 同 的 供 试 毒素 ,检测 的 对 象 为 不 同 地 区 的 种 群 ,而 
不 同 地 区 Bi 棉 种 植 \ 抗 性 遗传 背景 和 害虫 治理 情况 
又 各 不 相同 , 因此 无 法 对 不 同 地 域 .不 同时 间 所 检测 
到 的 不 同 抗 性 水 平 进行 比较 和 分 析 。 在 澳大利亚 ， 
采用 F, I F, 代 法 检测 结果 表明 田间 抗 性 没有 显著 
增加 (Bird and Akhurst, 2004; Downes et al., 2007)。 
印度 2002 年 正式 商业 化 生产 Bt 棉 , 使 用 CrylAe 毒 
素 测 定 Bt 棉田 和 非 Bt 棉田 棉铃 虫 种 群 , Bt 棉田 棉 
铃 虫 抗 性 仅 有 2 倍增 加 (Gujar, 2005; Gujar et al .， 
2007)。 在 中 国 ,从 1997 - 2004 年 Wu 等 采用 区 分 剂 
量 法 检测 了 田间 棉铃 虫 对 Bt 棉 的 敏感 力 , 证 明 田 间 
棉铃 虫 对 Bt 棉 保持 敏感 性 (Wu et al., 2002, 2006). 
然而 ,最 近 Li 等 (2007) 采 用 田间 直接 检测 法 检测 
2002 - 2005 年 山东 夏津 地 区 的 棉铃 虫 发 生 田 间 种 群 
存在 非 隐 性 的 抗 性 基因 。 本 研究 中 ,采用 田间 种 群 
与 室内 抗 性 品系 棉铃 虫 单 对 杂交 技术 监测 河北 邱 县 



































































































































































































































代 , 期 望 的 基因 型 为 ms, 其 自 交 有 25% 是 mn 基因 
型 和 50% 是 ms 基因 型 。 从 图 1 可 见 , 在 Bt 棉 上 抗 
性 杂 合 子 ms 还 有 2% ~ 6% 的 存活 率 。 为 防止 高 估 
抗 性 等 位 基因 频率 ,这 里 取代 存活 率 低 于 2896 
(25% +6x50%) 的 单 对 为 假 阳 性 单 肉 系 。 由 于 存 
在 适合 度 代 价 及 不 完全 抗 性 等 原因 ,不 是 所 有 的 抗 
性 棉铃 虫 能 在 Bt 棉 上 存活 ,在 已 代 核 查 程序 里 , 如 
RAX F, 代 单 对 存活 率 能 够 达到 2896 以 上 且 有 存 
活 幼虫 达到 抗 性 标准 确定 为 真 阳性 单 雌 系 。 

49 个 潜在 阳性 单 峻 系 中 有 33 个 进行 了 F, RIZ 
查 , 其 他 16 个 单 肉 系 由 于 饲养 过 程 中 死 掉 或 是 产 无 
效 卵 而 无 法 进行 核查 。 每 个 RQ 代 单 对 平均 处 理 
90.6 € 2.6 3k 815524] d3, 33 个 单 峻 系 中 有 9 个 单 峻 
系 显 示 5% ~ 28% 的 存活 率 , 均 没有 超过 28%, 因 此 

























































































































































































































































































































































































田间 抗 性 发 现 : 从 印 县 棉田 127 个 样本 中 检测 到 有 
24 个 样本 携带 有 抗 性 基因 , 其 抗 性 基因 频率 达到 
0.094(95%CI: 0.044 ~ 0.145). 

由 于 害虫 对 Bt 毒素 或 转 Bt 作物 的 抗 性 多 数 为 
隐 性 遗传 (Akhurst et al.» 2003; Tabashinik et al., 
2004; Xu et al . , 20052, 因此 传统 的 生 测 方法 不 能 区 
分 rs 和 ss 个 体 ,而 具 能 依赖 于 稀有 的 严 个 体 的 检测 
(Gould et al; » 1997; Andow et al., 1998; Tabashnik， 
1997). Gould 5519970 首次 提出 并 采用 F, 代 法 检 
测 美国 4 个 洲 的 烟 芽 夜 蛾 得 到 较 高 初始 抗 性 频率 
1.5 x 10”。 本 文采 用 改进 的 F, 代 法 使 用 Bt 棉 叶 而 
JE CrylAc 毒素 进行 抗 性 筛选 , 这 与 田间 实际 情况 更 
相近 。 在 检测 过 程 中 , 保证 Bt 棉 高 表达 Bt 毒素 至 
KEH: 由 于 不 同 品种 Bt 棉 中 毒素 表达 量 不 同 , 同 
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证 实 这 9 个 单 雌 系 为 假 阳 性 单 雌 系 。 其 他 24 个 单 
雌 系 的 存活 率 从 29% ~ 6796 不 等 , 均 高 于 期 望 的 
































品种 Bt 棉 在 不 同 种 植 时 期 和 不 同 部 位 毒素 表达 
量 也 不 同 ( 周 晓 梅 和 沈 晋 恨 ,2005;，Rochester, 2006), 
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图 2 2006 年 在 Bt 棉 上 5 d (63547) 
Fig. 2 Relationship between larval body weight (mg? and total survival 
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Al: z 0.1 mg 存活 幼虫 的 总 平均 体重 与 总 存活 率 的 散 点 分 布 图 Scatter plot of total 








mg: A2: 为 由 不 同体 重 与 总 存活 率 的 相关 系数 与 各 体重 之 间 的 














against mean body weight including different weight ranges. 


为 使 检测 准确 可 靠 , 不 仅 选择 毒素 表达 量 高 
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\ 存 活 率 分 布 及 其 相关 分 析 
rate established from 2006 F, screening on Bt cotton for 5 d 


survival rate against mean weight of all larvae 三 0.1 


JH HH Z Regression curve constructed by plotting the R-square values 





且 稳 定 





的 5~8 叶 期 Bt 棉 , 而 且 需 要 对 其 进行 抗 虫 性 检测 。 


该 方法 的 男 一 个 关键 之 处 是 判断 F 代 幼虫 
抗 性 个 体 ,为 此 ,研究 了 抗 性 品系 在 Bt 棉 上 





























生长 发 








育 速 率 , 建 立 了 区 分 抗 性 与 敏感 个 体 的 检测 标准 , 由 














此 估 测 抗 性 等 位 基因 频率 来 预测 田间 抗 性 趋势 。 男 








外 , 由 于 野生 种 群 了 基因 的 抗 性 水 平 多 种 多 














样 可 能 


不 同 于 室内 种 群 YCR "P r Apit, 而 且 由 于 存在 与 








Bt 毒素 抗 怕 





相关 的 适合 度 代价 等 因素 而 削弱 害虫 











在 转基因 作物 上 的 生长 发 育 (Oppert et al.» 2000: 
Carrière et al . ,2001; Janmaat and Myers; 2003; Akhurst 


et al . , 2003 


; 高 聪 芬 等 ,2004), 导致 Fr, 代 存 活 幼虫 








的 发 育 速率 和 存活 率 呈 现 多 样 性 , 而 没 出 现 备 德尔 
遗传 分 离 (1:1)。 因 此 ,为 防止 漏 检 田间 抗 性 基因 ， 
在 户 代 仪 使 用 生长 发 育 速 率 一 个 参数 作为 评判 抗 
























































性 的 标准 ,但 在 F, 代 核 查 程序 中 , 考虑 到 适合 度 代 
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图 3 2006 年 印 县 33 个 潜在 阳性 单 肉 系 马 RE Bt 棉 上 筛选 5 d 的 存活 率 


Fig. 3 Survival rates of F, progenies of 33 potential positive lines after re-screening on Bt cotton for 5 days in 2006 





























价 等 因素 不 仅 采 用 生长 发 育 速率 还 参照 理论 存活 率 ”作物 (Bird and Akhurst, 2007), Wu 等 (2003 ) 认 为 豆 
使 检测 程序 更 加 合理 。 最 后 ,检测 样本 量 (每 个 单 此 类、 花生 和 玉米 等 可 做 为 自然 庇护 区 起 到 稀释 抗 性 
系 或 单 对 至 少 要 检测 100 头 初 孵 幼虫 ) 对 保证 实验 ”基因 的 作用 ,但 作为 该 地 第 2.3 代目 然 庇护 区 种 杆 
准确 性 是 又 一 个 关键 因素 。 面积 很 少 仅 为 3% ~ A96. 虽然 作为 第 4 代 自 然 庇护 
该 地 区 1998 年 开始 商业 化 种 植 Bt 棉 ,2000 年 。 区 的 玉米 种 植 面积 较 大 (20% ~ 30% ) 但 Bt HEE 
何 丹 军 等 采用 FE 代 法 检测 该 地 棉铃 虫 种 群 抗 性 基 长 后 期 毒素 表达 量 下 降 , 有 报道 显示 5% ~ 20% ff 
因 频 率 为 0.0058(95% CI 为 0 ~ 0.0187) 该 值 已 高 于 铃 虫 能 够 存活 (Wu et al.» 20082, 可 见 ,自然 庇 扩 区 
庇护 区 策略 要 求 的 低 初始 频率 (P < 10-3)( 何 丹 军 在 该 地 区 的 作用 很 小 。 田 间 调 查 结果 已 经 显示 近 5 
等 ,2001)。 由 于 早 在 1991 年 该 地 区 就 使 用 Bt 制剂 。 PORISPLIORTEORE L7. "S 

防治 棉铃 虫 ,高 初始 频率 可 能 是 Bt MES Be 制剂 具 E uu t 
有 交互 抗 性 所 致 ( 沈 晋 良和 吴 益 东 , 1995)。 一 些 研 ”毒素 以 杀 死 敏感 杂 合子 个 体 。 该 地 区 BUR m 
究 认为 当初 始 抗 性 等 位 基因 频率 达到 0.005, 在 几 。 站 索 多 ,其 慎 伯 体 内 毒素 表达 前 各 不 相同 ; 而 且 农 
a T E E a te di 
Gould, 1998)。 本 研究 检测 到 抗 性 等 位 基因 频率 已 iia NES ET Qe DE UE 
过 似 0.1, 说 明 每 100 个 个 体 中 将 有 一 个 为 抗 性 个 体 。 EROR RE EPI Cu. et al., 20032, AiE Be 
(Gould et al.,1997)。 多 数 杀 虫 剂 和 转基因 作物 抗 人 p a 
PoxMEHEU EU. 此 抗 性 基因 频率 增加 到 0 img ， 体 很 容易 取 食 毒素 表达 量 低 的 部 位 或 植株 而 存活 下 


jet JUI A DeC Rous iller, 1986). +5 [E ! Ei 
防治 将 在 几 代 内 失败 (Roush and Millen 1986)。 与 国 。 宙 率 。 另 外 ,由 于 存在 适合 度 代价 等 因素 导致 抗 性 
内 其 他 地 区 抗 性 仿 测 结果 相 比 , 该 地 区 抗 性 频率 与 敏 感 棉铃 虫 生长 发 育 不 同时 性 以 及 抗 性 害虫 能 够 
显著 增 , , ; Li ^ ; 陈 E E m Epod EN jn PONS 
TARIN Wu et al. 20022006; Li et al. 2007; 陈 在 BB 棉 上 完成 整个 生长 发 育 , 这 将 影响 到 庇护 区 内 
海燕 等 ,2007), 这 可 能 与 较 高 的 抗 性 初始 频率 有 关 。 大 量 发 育 速率 快 的 敏感 个 体 与 Bi 棉田 少量 发 速率 
该 地 区 大 范围 长 期 应 用 表 这 半价 基因 。 慢 的 抗 性 个 体 的 正常 随机 交配 ,从 而 削弱 庇护 区 的 
RO ie E ERR A O et at r Are k AN 
应 这 一 生态 环境 (Could,2003)。 目 2001 年 起 该 地 区 等 ,2004)。 由 此 可 见 ,缺乏 有 效 的 庇护 区 和 Bt 棉 毒 


Bru 


Bt Hf SEREA A UR s T] A AAN A E P D e PE 素 非 高 剂量 表达 (Luthell et al.» 1999; Liao et al.» 
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来 ,进而 提高 了 杂 合 子 间 交配 机 率 、 增 加 了 抗 性 进化 
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2002) 可 能 是 抗 性 基因 频率 快速 增加 的 主要 原因 。 

仿 测 田间 抗 性 发 展 不 仅 需 要 经 济 有 效 的 检测 方 
法 还 需要 理解 抗 性 产生 的 机 制 。 目 前 已 报道 从 3 种 
fH H TE CHF RIR YHD2、 棉 红 铃 虫 、 棉 铃 虫 
GYBT) 鉴 定 出 5 个 抗 性 突变 基因 (Gahan et al.» 
2001: Morin et al .,2003; Xu et al., 2005), H. EX IH 
钙 粘 素 基 因 突 变 是 这 些 害虫 对 Bt 抗 性 的 重要 机 制 。 
在 明确 抗 性 机 理 的 前 提 下 , 以 DNA 为 基础 的 分 子 检 
测 技术 因 其 方便 有 效 而 应 用 于 田间 抗 性 检测 。 目 
前 , 该 技术 已 应 用 于 烟 芽 夜 峨 、 红 铃 虫 和 棉铃 虫 等 害 
虫 (Morin et al., 2004; Tabashnik et al.» 2006: Gahan 
et al .,2007; Yang et al.,2007)。 结 合 分 子 检测 与 生 
物 检测 (F/B 代 法 ) 在 监测 程序 里 将 使 抗 性 检测 更 
加 经 济 ` 有效、 准确 。 有 具有 高 抗 性 等 位 基因 频率 的 河 
北 印 县 棉铃 虫 种 群 的 抗 性 机 理 需要 进一步 研究 , 有 
效 的 分 子 检测 技术 也 有 竺 进一步 发 展 。 
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